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Prufungsantrag gem. « 44 PatG ist gestellt 
@ Verfahren und Vorrichtung zur Lumineszenzspektroskopie und Materialmikrobearbeitung von f ixierten und 
bewegten Molekulen, Partlkein und Objekten 

(g) Die vorilogende Erfindung b«trifft ein Verfahren und eine 

Vorrichtung zur Lumineszenzanaiysa und Materiaimikrobear- 

beitung von fixierten und bewegten Molekulen, Partikein und 

Objekten. Die Kombination von Uchtdruckkriften zur FUie- 

rung Oder Bowegung von Objekten und Ruoreazanzmikro- 

skopie sowia die Kombination mit Matenalbearbeitung wird 

bisher mit mindeatena zwei Uchtquelien ausgefuhrt, zum 

einen ein Laser, der die Krafte erzeugt also ats photonische 

Pinzene dient, zum anderan eine wertere Uchtquelle, z. B. 
. eine Halogenlampe, mit daren Hilfa die ^^or^iawvi Bnge* 

regt wird bzw. eine Uchtquelle, z. B. ein gepulstar Stickstoff- 

laser, der zur Matenalbearbeitung dient . 

Die Venwendung einea gepulsten Lasera, der zerst6rungaf rei 

Objekte fixieren kann, alt auch Mehrphotonenanregung von 

Lumineszenz ermdglicht. und zur Materiaimikrobea^itung 
^ genutzt werden kann, fOhrt zu einem einfachen Aufbau mit 

nur einer Uchtquelle und daruber hinaua zu hoher rSumlicher 
^ Aufldsung in z-Richtung. 
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Beschreibung 



Die vorliegende Erfindung bctrifft ein Verfahren und 
cine Vorrichtung mit einem ncuartigen Aufbau for die 
Fixierung oder Bewegung von Objekten und Molekiilen 
und gleichzeitiger Anregung und Bcobachtung von Lu- 
mineszenz. Darilber hinaus ist die Mikrobearbeitung 
mdglich. Es handelt sich um cine photonische Pinzette, 
die fUr Lumineszenzspektroskopie geeignct ist 

Der mechanische Druck von Photonen ist unter Ver- 
wendung alltagUcher Lichtquellen wie GlOhlampen 
Oder die Sonne nicht meSbar. Erst der Einsatz von La- 
sern ermaglicht den makroskopischen Nachweis von 
Kraften auf Oberfiachen, die von Photonen herrflhren, 
da Laser Licht mit sehr hohcr Photonendichte cniittie- 
ren. So wurden mit Argonionen-Lasem Atome be- 
scWeunigt Partikel, deren Brcchungsindex gr6Ber ist 
als der der Umgebung, erfahren in der Nahe des Laser- 
strahls eine Kraft aufgrund der gauBfdrmigen Intensi- 



gen. daQ heiflt die Manipulation von biologischen Ob- 
jekten, ist dabci eine Welleniange im nahen infraroten 
WelJeniangenbereich zu wihlen, da hier der Absorp- 
tionskoeffizient klein genug ist, um bei entsprechend 
5 gewahlter Laserleistung keine Schidigung des biologi- 
schen Materials zu venirsachen. 

Durch die Fokussierung eines gepulsten Laserstrahls 
kOnnen sehr hohe Photonendichten im Fokus erreicht 
werden, so dafi Mehrphotonenprozesse auftreten. Ent- 
10 sprechend ist es moglich, z. B. Zweiphotonenprozesse 
zur Anregung von fluoreszierenden Molekiilen, Parti- 
keln und Objekten zu nutzen. Geeignete Luminophore, 
die z. B. als Markermolekulc an Partikel und Makromo- 
lekule gekoppelt sind, kdnnen so durch die Strahlung 
15 zur Lumineszenz angeregt werden. So kann ein fokus- 
sierter, gepulster Laser zur Generierung von Licht- 
druckkraften, also als photonische Pinzette genutzt wer- 
den, und gleichzeitig zur Anregung von Lumineszenz. 
Wird ein Laser benutzt, der sowohl im kontinuierli- 



tatsverteilung des Laserstrahls und werden deshalb in 20 chen als auch im gepulsten Betrieb arbeitet, kann er im 
das Zentrum des Laserstrahls beschleunigt Diese Licht- ' 1:^1-— .i. _i n: 

druckgradienten lassen sich durch die Fokussierung des 
Laserstrahls nutzen, um Objekte in den Fokus zu be- 
schleunigen und dort zu fixicrcn, da hier Lichtdruckkraf- 
te erzeugt werden, die aus alien Richtungen in die Nahe 
des Fokus gerichtet sind (Ashkin und Dziedzic. Science 
235, 1517 (1987)). Wird Ucht mit einer WeUenlange im 
nahen Infrarot verwendet (z. B. 1064 nm), kdnnen auch 
biologische Partikel mit dicscr photonischen Pinzette 



kontinulerlichen Betrieb als photonische Pinzette einge- 
setzt werdea Im gepulsten Betrieb kann der Laser als 
photonische Pinzette und gleichzeitig zur Anregung von 
Lumineszenz genutzt werden. Selbstverstandlich kann 
der Laser auch im gepulsten Betrieb nur als photonische 
Pinzette eingesetzt werden oder nur zur Ajiregimg von 
Lumineszenz. 

Weiterhin kann auch im gepulsten Betrieb Material 
bearbeitet oder abgetragen werdea So ist es z. B. mOg* 



manipulicrt werden, ohnc daB das biologische Material 30 lich, gcfOllte Kugeln mit der photonischen Pinzette an 
zerstfirt wird. da Licht dieser WeUenlange nur schwach einen bestimmtcn Ort zu transportieren. um dann mit 
absorbiert wird (in der Literatur wird die Technik auch dem gleichen Laser durch Umschalten des Lasers auf 
optische Pinzette oder optischc Fallc genanntX gepulsten Betrieb, die Kugel zu zerstOren und den Inhalt 

So wurden Bakterien in einem Laserfokus fudert, frcizusetzen. Die Kugel kann abcr auch im gepulsten 
Strukturen in lebenden Zellen manipuliert und ZcUcn 35 Betrieb transportiert werden und dann durch ErhOhung 
Oder Chromosomen und Chromosomenfragmente be- der Pulsleistung zerstdrt werden. Es ist mdglich, mit 
wegt (z. B. Ashkin und Dziedzic, Proa NatL Acad. ScL einem einzigen Laser alle M6glichkeiten, wie photoni- 
USA 86. 7914 (1989)). Von Vlsscher ct al wurde eine sche Pinzette, Lumineszenzanregung, Materialmikrobe- 
Mehrstrahlpinzette beschricben, die mit Spiegeln einen arbeitung gleichzeitig oder nacheinander durch Varia- 
Laserstrahl mit hoher Frequenz auf mehrere Positionen 40 tion der Pulsenergie oder Umschalten des Laserbetriebs 
aufteilt und somit Uchtdruckgradienten an mehreren von kontinuierlichcn oder gepulsten Betrieb zu nutzen. 
Positionen lokalisiert (Visschcr, Brakcnhoff und Krol, oder eine Auswahl daraus. 

Cytometry 14, 105-n4(1993)> Die Erfmdung betrifft ein Verfahren und eine Vor- 

Seeger et aL beschrieben erstmals ein Experiment. richtung zur Lumineszenzanalyse und Bearbeitung von 
— ... . fixierten und bewegten Molekiilen. Partikein und Ob- 



indem die photonische Pinzette mit Lumineszenztech 
nik kombiniert wurde, Hier wurden humane T-Helfer- 
zelien mit einem AntikCrpcr markiea an den ein Lumi- 
neszenzfarbstoff angekoppelt war. Der Antikfirpcr er- 
kannte und koppcltc an die CD4-Struktur auf der Ober- 
fiache von T-Helf cr-Zellea Danach wurde die Lumines- 
zenz mit einer Quecksilberlampc angeregt. und so mar- 
kierte (T-Helf er-)zellen von nicht markierten Zellen un- 
lerschieden. AnschiieBend konnten T-Helferzellen mit 
der photonischen Pinzette selektiert werden (Seeger, S. 
etaLCytomeU7 12.497 - 504(1991). 

Ein Nachteil dieses Vcrfahrens ist daS neben einer 
LichtqucUe fOr die Erzcugung der Uchtdruckgradien- 
ten. also der photonischen Pinzette, eine zweiie Ucht- 
quelle zur Anregung der Lumineszenz benatigt wird. 
Entsprechend ist auch eine erhShte Zahl optischer Bau- 
elemente. z. B. ein Umschaltspiegel oder halbdurchiassi- 
gcr Spiegel erforderlich. Die Beleuchtung durch eine 
Lampe eriaubt keine raumliche Aufldsung in z-IUchtung 
bei der Lumineszenzmikrosk pie. 



50 



55 



jekten, bestehend aus 

a) einer Lichtquelle und Optik zur Herstellung von 
Lichtdruckgradientenkraften, Anregung von lumi- 
neszierenden MolekQlen, Partikein und Objekten 
und Mikrobearbeitung 

b) einer Abbildungsoptik 

c) einer Strahlpositionierungscinrichtung 

d) einem oder mehreren Spiegeln und/oder Filtern 

e) einem oder mehreren Lumineszenzfarbstoffen. 
die durch das Licht der Lichtquelle zur Emission 
von Lumineszenzlicht angeregt werden kftnnen. 



Als Lichtquellen kommen alle Lichtquellen in Frage, 
60 die genQgend Leistung besitzen, genUgend hohe Photo- 
nendichten und Licht bei einer WeUenlange emittieren, 
die das Objekt nicht zerst6ren. Insbesondere sind ge- 
pulste Nd : YAG-Laser und Diodenlaser geeignet So 
k6nnen z. B. Q-switch gepulste Nd : YAG-Laser einge- 



DieL5sungbestehtdarin.sow hlfOrdieph t nische 65 setzt werden, die sich auch auf k ntmuierhchen Betneb 

Pinzette als die Erzeugung der Uchtdruckkrafte. als umschalten lassen. Im kontmuierlichen Betneb kann der 

auch fo; die Anregung der Lumineszenz die gleiche Laser als photonische Pinzette emgesetzt werden. Wird 

Lichtquelle zu verwenden. FQr biologische Anwendun- der Laser auf gepulsten Betneb umgeschaliet so ist 



DE 43 26 181 Al 



neben den Lichtdruckkraf ten. also dem Einsatz als pho- 
tonische Pinzette, gleichzeitig MehrphotOQenanregung 
von fluoreszierenden Molekiilen mfiglich. Selbstvcr- 
standlich k6nnen auch Laser, die mit anderen Techniken 
gepulstwerdeaeingesetztwerden. 5 

FQr die Ruoreszenzanregung ist es vorteilhaft, Mehr- 
photoneneffekte. insbesondere Zweiphotoaencffekte zu 
' nutzen. Dies hat den Vorteil dafl mit z. B. 1064 nm Anrc- 
gungslicht lumineszierende MolekOle. Partikel und Ob- 
jekte, deren Absorption urn 532 nm liegt, angercgt wer- lo 
den kcJnnen. Somit kann bei einer EmissionsweUenlange 
im Bereich von einigen zehn Nanometem aber dcr ver- 
doppelien AnregungsweUenJange (z. B. 570 nm) Streu- 
licht weitgehend diskriminiert werdcn,da die Photonen- 
dichte fur einc Zweiphotonenanregung nur in cinem eng 15 
begrenzten Volumen des Laserfokus genQgend groB ist 
Daruberhinaus lafit sich das Laserlicht aufgrund der 
sehr untcrschiedlichen. weiter im Roten Uegenden Wel- 
leniange sehr gut durch Filter diskriminieren. 

Die Nuuung der Mchrphotonenfluoreszcnzanre- 20 
gung bietet zudem den Voneil h5herer raumUcher Auf- 
16sung in z-Richtung im Vergleich zu gcwohnUchcr An- 
regung der 1-Photonenfluoreszenz. da die Ubergangs- 
wahrscheiniichkeit fur Zweiphotonenanregung sich mit 
dem Quadrat der Intensitat verandert So kann Fluores- 25 
zenz in einem kleinen Bereich des Laserfokus angercgt 

werden. y^.- 1 

Daniberhinaus ist diese Technik geeignet. Objekte 
abzurastem. indem der Laserstrahl mit Hilfc von Spie- 
geln lateral und das Objekt axial bcwegt wird. So kann 30 
in drei Dimensionen konfokal gerastcrt und abgebildet 

werden. ^ « i- 

Dcr im Folgenden beschricbcne Aufbau crmogucnt 
die Erzeugung von bis zu 10 unabhingigcn Strahlcn mit 
einem Laser durch repetitives schnellcs Anfahren dcr 33 
gewahlten Positioner Die Posiiioncn sind unabhangig 
definierbar durch die drei Raumkoordinatcn, die Laser- 
leistung. die Auswahl kontinuierlicher Laserbctricb 
Oder gepulster Betrieb und im Fall von gcpulstcm Be- 
tricb zusatzlich durch die Repetitionsrate. 40 

AusfQhrungsbcispiel 

Als Abbildungsoptik wird ein handelsabliches inver- 
ses Mikroskop vcrwcndet, dafl fUr Ruoreszenzmikro- 45 
skopie tauglich ist (Fig. I). Ein diodengepumptcr 
Nd :YAG-Laser, der sowohl im konunuierlichcn als 
auch gcpulsten Modus betricbcn werden kann, wird 
durch den Huoreszenzeingang aber steucrbare Spiegel 
und eincn Umlenkspicgcl im Mikroskop in das Mikro- 50 
skopobjektiv gefOhrt Durch das Mikroskopobjektiv, 
durch das das Objekt auch abgebiklet wu^d. wird dcr 
Userstrahi fokussiert Natflrlich kann dcr Laser auch 
durch cine zweitc fokussicrcnde Optik eingckoppclt 
werden, die nicht zur Abbiidung des Objekts dicnt Im 55 
kontinuierUchen Betrieb des Nd : YAG-Lasers kOnnen 
mikroskopischc Partikel im Fokus fixiert werden. Durch 
Bewcgcn des Objekttisches bei rixicrtem Laserstrahl 
Oder Bewegen des Laserstrahls z. B. mit Hilfc der Spie- 
gel, kann das fixierte Objekt rclativ zu seiner Umgebung 60 
bcwegt werden und das Instrument kann ais photom- 
sche Mehrstrahlpinzctte cingcsctzt werden. Scibstvcr- 
standlich kann die Einkopplung des Lasers auch ohne 
steucrbare Spiegel durchgcfuhrt werden. 

Wird dcr Laser im gcpulsten Modus betricbcn, blei- 65 
ben die Uchtdrucklyaftc bestehea die Photonendichte 
wird jedoch soweit crhfiht.daB Mehrphotonenanrcgung 
von Fluoreszcnz mfiglich ist So wurden z. B, fluorcs- 



zenzmarkierte Zellen mit dieser Technik fixiert und 
idcntifizicrt Daruberhinaus kttnnen bei gendgend hoher 
Photonendichte z.B. im Fokus fixierte Latexpartikel 
zerstflrt werden. 

Beschreibungzur Abb. 1 

1) axial computergesteuert verstcllbarer Objekttisch 

2) Mikroskopobjektiv 

3) dichroitischer Spiegel 

4) linse in der Epifluoreszenzcinrichtung des Mikro- 
skops 

5) Anpassungsoptik, die auch einc Rasterung des Ob- 
jekts crlaubt 

6) Rastcrspiegel,die computergesteuert sind 

7) Optik zur Strahlanpassung 

8) Diodengepumptcr Nd:YAG Laser, umschaltbar zwi- 
schcn kontinuierlicher und gutegeschalteter (gepulster) 
Funktionsweisc 



Patcntanspruche 

1. Verfahren und Vorrichtung zur Lumincszenz- 
analysc und Matcrialmikrobcarbeitung von fixier- 
ten und bewegten Molekfllcn, Partikeln und Objck- 
ten bestchend aus 

a) einer LichtqucUe und Optik zur Hcrstcllung 
von Lichtdruckgradientenkraften und Aiu*e- 
gung von lumineszierenden Molekfllen 

b) einer Abbildungsoptik 

c) einer Strahlpositionicrungscinrichtung 

d) einem oder mehrcren Spiegeln und/odcr 
Filtcm 

e) einem oder mehrcren Lumineszenzf arbstof- 
fen, die durch das Licht der LichtqucUe zur 
Emission von Lumineszenzlicht angercgt wer- 
den kOnnca 

Z Verfahren und Vorrichtung zur Lumineszenz- 
analysc und Matcrialmikrobcarbeitung von fixier- 
ten und bewegten Molekiilen, Partikeln und Objek- 
ten nach Anspruch l.dadurch gckennzeichnet, daB 
die verwendetc LichtqucUe ein Laser ist 

3. Verfahren und Vorrichtung zur Lumineszenz- 
analyse und Matcrialmikrobcarbeitung von fixier- 
ten und bewegten MolckOicn. Partikcb und Objek- 
ten nach Anspruch 1 und 2, dadurch gckennzeich- 
net, dafl der Laser gepulst ist oder zwischen gepuls- 
tcin und kontinuierlichem Betrieb umschaltbar ist 

4. Verfahren und Vorrichtung zur Lumineszenz- 
analyse und Matcrialmikrobcarbeitung von fixier- 
ten und bewegten Molckttlen, Partikeln und Objek- 
ten nach Anspruch I, dadurch gckennzeichnet, dafl 
mchrcre Strahlcn cingcsctzt wcrdea . 

5. Verfahren und Vorrichtung zur Lumineszepz- 
analyse und Matcrialmikrobcarbeitung von fixier- 
tcn und bewegten MoIekQlen, Partikeln und Objek- 
ten nach Anspruch I, dadurch gckennzeichnet dafl 
die Strahlcn computergesteuert posiuoniert wcr- 
dea 

6. Verfahren und Vorrichtung zur Lununcszenz- 
analyse und Matcrialmikrobcarbeitung von fixier- 
ten und bewegten Molekulcn, Partikeln und Objek- 
ten nach Anspruch 1, dadurch gckennzeichnet dafl 
die Strahlcn unabhangig voneinander bcziiglich der 
drei Raumkoordinaten, dcr Laserleistung. der La- 
scrbcuicbsart (k ntinuicrlichcr oder gepulster Be- 
trieb), im Fall von gcpulstcm Betrieb der Repeti- 
tionsrate, und unabhangig bcziiglich dcr Lascrlei- 
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Stung erzeugt werden kfinnen. 

7. Verfahren und Vorrichtung zur Lumineszenz- 
analyse und Materialmikrobearbeitung v n fixier- 
ten und bewegten MolekQlen, Partikeln und Objek- 
ten nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB 5 
die Lumineszenzanregung durch Mehrphot nenef- 
fekte verursacht wird. 

8. Verfahren und Vorrichtung zur Lumineszenz* 
analyse und Materiahnikrobearbeitung von fixicr- 
ten und bewegten Molekulen, Partikeln und Objek- 10 
ten nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daQ 
das Objekt und die Luniineszenz konfokal abgebil- 
det werden. 

9. Verfahren und Vorrichtung zur Lumineszenz- 
analyse und Materiahnikrobearbeitung von fixier- 15 
ten und bewegten Molektilen, Partikeln und Objek- 
ten nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB 
Lumineszenzfarbstoffe eingesetzt werden, die 
durch Mehrphotonencffekte angercgt werden kOn- 
nen. 20 

10. Verfahren und Vorrichtung zur Lumineszenz- 
analyse und Materiahnikrobearbeitung von Hxier- 
ten und bewegten MoIekUien, Partikeln und Objek- 
ten nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dafi 
als Abbildungsoptik ein Mikroskop eingesetzt wird. 25 

11. Verfahren und Vorrichtung zur Lumineszenz- 
analyse und Materialmikrobearbeitung von fixier- 
ten und bewegten Molekfilen, Partikeln und Objck- 
ten nach Anspruch 1. dadurch gekennzeichnet, daB 
die Materiahnikrobearbeitung mit hoher Pulslei- 30 
stung durchgefChrt wird. 

12. Verfahren und Vorrichtung zur Lumineszenz- 
analyse und Materiahnikrobearbeitung von fbder- 
ten und bewegten MolekOlen, Partikeln und Objek- 
ten nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB 35 
die Funktionen photonische Pinzette, Lumines- 
zenzanalyse und Mikromaterialbearbeitung gleich- 
zeidg Oder nacheinander oder eine Auswahl daraus 
gleichzeitig oder nachemander ausgefQhrt werdea 

13. Verfahren und Vorrichtung zur Lumineszenz- 40 
analyse und Materialmikrobearbeitung von Tixier- 
ten und bewegten MolekOlen, Partikeln und Objek* 
ten nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB 
weltere Lichtquellen, insbesondere Laser zur Mi- 
krobearbeitung, gleichzeitig durch die selben opti- 45 
schen Bauelemente fokussiert werden. 

14. Verfahren und Vorrichtung zur Lumineszenz- 
analyse und Materiahnikrobearbeitung von fuder- 
ten und bewegten MolekOlen, Partikeln und Objek- 
ten nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB 50 
der Oder die Laser zur Manipulatioa Lumineszenz- 
analyse und Mikrobearbeitimg durch die fokussie- 
rende Optik etngekoppelt wird, die auch als Abbil- 
dungsoptik dient 

15. Verfahren und Vorrichtung zur Lumineszenz- 55 
analyse und Materiahnikrobearbeitung von fixier* 
ten und bewegten MolekOlen, Partikehi und Objek- 
ten nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB 
der oder die Laser zur Manipuladon, Lumineszenz- 
analyse und Mikrobcarbeitung nicht durch die fo- 60 
kussierende Opuk eingekoppclt wird, die auch als 
Abbildungsoptik dient, sondem durch eine zweite 
fokussierende Optik emgekoppeit wird. 

16. Verfahren und V rrichtung zur Lununeszenz- 
analyse und Materiahnikr bearbeitung von fixier- 65 
ten und bewegten MolekOlen, Partikehi und Objek- 
tea nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB 
mh einer oder mehrcren Substanzen gefOllte trans- 



parente Kugehi transpordert, an emem definierten 
Ort zerstOrt und die Substanz freigesetzt wu"d. 
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ABSTRACT: 

The present invention relates to a method and a device for luminescence 
analysis and material microprocessing of fixed and moving molecules, particles 
and objects. The combination of light pressure forces for fixing or moving 
objects and fluorescence microscopy and the combination with material 
processing has to date been carried out with at least two light sources, on the 
one hand a laser which produces the forces, i.e. is used as a photonic forceps 
(tweezers), and on the other hand a further light source, for example a halogen 
lamp, with the aid of which the fluorescence is excited or a light source, for 
example a pulsed nitrogen laser, which is used for material processing. 

The use of a pulsed laser which can fix objects without interference and also 
allows mulliphoton excitation of luminescence and can be used for material 
microprocessing, leads to a simple design with only one light source and, 
furthermore, leads to high spatial resolution in the z direction. 



